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La presente invenzione riguarda un metodo per rilevare la buprenorfina nei 
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Campo deirinvenzione 

La presente invenzione riguarda un dispositivo facilmente utilizzabile 
^ anche da personale non specializzato per determinare la presenza di 

buprenorfina in fluidi biologici (piu specificamente urina) tramite 
l'applicazione di una tecnica immunochimica* 

Piu particolarmente la presente invenzione riguarda un dispositivo 
composto da un astuccio riutilizzabile e da strisce monouso, sulle quali viene 
effettuato il test per la rilevazione della buprenorfina. 

L' astuccio, che e la parte fissa del dispositivo per il test, pud contenere 
piu strisce per poter effettuare anche un multitest per la determinazione 
) simultanea della buprenorfina ed altre droghe di abuso. 

L'astuccio-contenitore delle strisce e le strisce per il test possono essere 
inserite in un kit composto da una scatola con sezioni separate (una per ogni 
tipo di striscia) ed un compartimento separate per contenere l'astuccio- 
contenitore multitest. Tale kit e utile non solo per il trasporto dei dispositivi 
necessari per i test rapidi, ma anche per la loro conservazione. 

La presente invenzione riguarda inoltre un metodo per la 
determinazione rapida della buprenorfina in fluidi biologici come sangue, 
saliva ecc, (piu specificamente urina), caratterizzato dal fatto che vengono 
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utilizzati complessi formati da cluster di oro (la cui preparazione e descritta 
nel brevetto US53 60895), come mezzo di visualizzazione della reazione 
immunochimica. Tale tecnica risulta molto utile nel caso specifico, in quanto 
aumenta la sensibilita del rilevamento rispetto ai metodi diagnostici rapidi 
attualmente in uso, che sono a base di oro colloidale. Tale maggiore 
sensibilita risulta particolarmente importante nel caso della buprenorfina, 
notoriamente piu potente della morfina e assunta pertanto a dosi nettamente 
inferiori, tali da comportare concentrazioni molto basse nei fluidi biologici, ai 
limiti della rilevabilita. 
Stato dell' arte 

La buprenorfina e un oppioide (molecola con proprieta morfino-simili, 
ma di natura sintetica) che svolge azione analgesica deprimendo il sistema 
nervoso centrale, di formula: 




Viene utilizzata nel trattamento di varie forme di dolore (come per i 
trattamenti prolungati di pazienti affetti da cancro) ed ha un potente effetto 
analgesico, da 25 a 50 volte piu potente della morfina, con un indice 
terapeutico piti sicuro. Generalmente dosi di 0.3-0.4 mg di buprenorfina, 
endoyenosa o intramuscolo, vengono considerate equianalgesiche a 10 mg di 
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morfina. Questi valori sono tuttora sotto studio, percio un confronto 

sull f azione delle due droghe non e ancora definitivo. La buprenorfina e anche 

utilizzata nel trattamento delle tossicodipendenze da oppiacei, in quanto e 

agonista parziale del recettore |il e antagonista del recettore k3, con elevata 

affinita per i recettori oppiacei e lenta dissociazione da questi siti, ed 

un'emivita prolungata (48-72 ore). Questo provbca un'azione analgesica di piu 

lunga durata rispetto alia morfina. Vi sono anche studi in corso per l'uso di 

buprenorfina nel trattamento di tossicodipendenze da piu droghe (cocaina e 

oppiacei). 

La farmacocinetica della buprenorfina dopo somministrazione orale, 
intramuscolare, endovenosa e stata ampiamente studiata. La somministrazione 

sottolinguale ha il vantaggio di ridurre i danni causati dall'abuso di droghe per 

*. « 

via endovenosa (scambio di siringhe, trasmissione malattie). Inoltre, grazie 
airazione di lunga durata, e possibile stabilire un protocollo terapeutico di 
dosaggio a giorni alterni, con evidenti vantaggi per il programma. 

L f efficacia della buprenorfina e dose-dipendente, con una dose di 8 
mg/die equivalente a 60 mg di metadone. 

Sulla base di alcuni studi ("Consumption of buprenorphine and other 
drugs among heroin addicts under ambulatory treatment", Addiction, 1993, 
88, 1341-9; "Intravenous buprenorphine self-administration by detoxified 
heroin abusers", J. Pharmacol: Exp. Ther., 2002, 301, 266-76), e stato 
tuttavia evidenziato che la buprenorfina viene anche utilizzata come dxoga di 
abuso. 

Pertanto la buprenorfina pud essere equiparata alle altre droghe di 
abuso (morfina, cocaina, eroina, ecc). 
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Esiste pertanto Tesigenza di un test diagnostico rapido per identificare 
la presenza di buprenorfina nei liquidi biologici. 

I metodi diagnostics attualmente in uso per la determinazione della 
buprenorfina sono applicabili solo in laboratori specializzati, richiedendo 
strumentazioni costose e personale specializzato, quali la HPLC ("Analysis of 
buprenophine in urine specimens", J. Forensic ScL 7 1992, 37, 82-9); la tecnica 
immunoradiologica ("Development of a radioimmunoassay for the 
determination of buprenorphine in biological samples", Analyst, 1993, 118, 
^ 137-143); la cromatografia su strato sottile ("Determination of buprenorphine 

and its N-dealkylated metabolite in urine by TLC densitometry", Ind. J. 
Pharmacol, 1994, 26, 288-91); la gas-cromatografia ("Subnanogram- 
concentration measurement of buprenorphine in human plasma by electron- 
capture capillary gas chromatography: application to pharmacokinetics of 
sublingual buprenorphine", Clin, Chem., 1997, 2292-2302); la spettroscopia 
di massa ("Determination of buprenorphine and norbuprenorphine in urine 
and hair by gas chromatography-mass spectroscopy", J. Anal Toxicol, 1999, 

I 23, 270-9). 

DESCRIZIONE DELL'INVENZIONE 

La presente invenzione riguarda un dispositivo diagnostico per 
I'identificazione qualitativa della buprenorfina in un fluido biologico, che 
permette un test rapido, da poter essere utilizzatp "on the spot" (al pronto 
soccorso, da organizzazioni sportive, da pubblici ufficiali quali forze di 
polizia, sia stradale che penitenziaria, ecc). II dispositivo dell'invenzi 
comprende una striscia composta da materiale poroso, preferibi 
microporoso, particolarmente assorbente, come ad esempio m 




- 6 - Bianche^piracco Minoja s.r.l. 

Bianchetti Giuseppe ed altri 

cellulosico, sul quale viene fatto adsorbire il complesso cluster di 

oro/anticorpo. Tale supporto poroso e suddiviso in una prima zona sulla quale 

sono stati adsorbiti anticorpi anti-buprenorfina marcati con cluster di oro, una 

seconda zona sulla quale e stata immobilizzata buprenorfina coniugata con 

albumina e una terza zona, di controllo, sulla quale awiene una diversa 

reazione antigene-anticorpo, completamente indipendente daireventuale 

presenza della buprenorfina nel campione da analizzare. 

Un ulteriore aspetto delVinvenzione riguarda un metodo per la 
determinazione qualitativa della buprenorfina in un fluido biologico, che 
comprende il mettere in contatto il fluido biologico sequenzialmente con 
anticorpi anti-buprenorfina marcati con cluster di oro adsorbiti 
reversibilmente su di un supporto poroso per la rilevazione 
deH'immunocomplesso per competizione con buprenorfina immobilizzata in 
una zona di lettura di detto supporto poroso. 

L'uso di anticorpi marcati con cluster di oro e vantaggioso in termini di 
sensibilita rispetto agli anticorpi marcati con oro colloidale, 
convenzionalmente impiegati nei metodi diagnostici rapidi in uso fino ad 
oggi. 

L'invenzione fornisce inoltre una confezione costituita da un astuccio- 
contenitore e da piu dispositivi diagnostici in forma di strisce monouso 
porose, (preferibilmente microporose). 

Infine un ulteriore aspetto deirinvenzione riguarda un kit di basso peso, 
capace di essere facilmente trasportabile e di conservare i reagenti in esso 
contenuti. Tale kit b composto da una scatola trasparente, airinterno della 
quale vengono inseriti, in locali separati, sia Tastuccio-contenitore, che le 
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strisce porose. 

La qualificazione immunochimica della buprenorfina secondo 
rinvenzione utilizza la capillarita del materiale poroso, che fa da veicolo, sul 



preparati con metodi noti, ad esempio facendo prima reagire la buprenorfina 
con albumina bovina (secondo il metodo della carbodiimide), per indurre la 
produzione di anticorpi. 

Gli anticorpi anti-buprenorfina cosi ottenuti sono marcati con cluster di 
oro. Un cluster e un complesso di coordinazione, contenente un nucleo di 
atomi di oro (in numero ben specifico) geometricamente ben delineati, con un 
rivestimento esterno di tipo organico. Tale rivestimento permette di legare 
tramite un legame covalente gli anticorpi necessari, in modo tale che il 
complesso risultante oro/anticorpo sia una molecola molto stabile, a 
differenza dei complessi ottenuti utilizzando le particelle di oro colloidale. 
Queste ultime presentano infatti alcuni problemi: non essendo legate 
chimicamente agli anticorpi (che vengono semplicemente adsorbiti sulla loro 
superficie), non si pud controllare la stechiometria di legame. Gli anticorpi 
quindi possono dissociarsi dal complesso, risultando in segnali meno intensi. 
Inoltre tali particelle sono cariche negativamente, percio possono legare non 
specificamente altre molecole, dando falsi negativi. I cluster di oro presentano 
cosi numerosi vantaggi, in quanto non sono carichi, hanno dimensioni ridotte 
rispetto alle particelle di oro colloidale, il che permette una migliore 
sensibilita, avendo un aumentato rapporto oro/anticorpo. 

Una volta accoppiati gli anticorpi al cluster di oro, tale complesso viene 
impregnate e seccato su un'estremita del supporto poroso del dispositivo. In 



quale vengono adsorbiti in una zona opportuna gli anticorpi anti-buprenorfina, 
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una zona di rilevazione del supporto viene immobilizzata buprenorfina, 

coniugata preferibilmente con una proteina, quale BSA (albumina bovina 

s erica). 

La reazione del test e preferibilmente di tipo competitivo. Quando il 
liquido biologico viene a contatto con la zona contenente il complesso 
anticorpo/cluster di oro, se detto liquido contiene la droga in esame, questa 
reagira con il complesso anticorpo/cluster di oro, impedendo la reazione con 
la stessa buprenorfina immobilizzata sul sito di rilevazione della striscia 
porosa. Un test positivo (presenza di buprenorfina nel fluido biologico) 
risultera nell'assenza di una linea colorata. Se la droga non e presente nel 
fluido biologico, il complesso anticorpo/cluster di oro reagira con la 
buprenorfina immobilizzata per dare una riga colorata (test negativo). 

Sulla striscia viene preparata inoltre una linea di controllo con una 
diversa reazione antigene-anticorpo, tale da non essere influenzata dalla 
presenza, o meno, della buprenorfina nel fluido in analisi. 

In conclusione, se sulla striscia una volta effettuato il test, appare una 
linea di controllo e nessuna linea nella zona di rilevazione, il risultato del test 
e positivo (presenza della buprenorfina al di sopra del valore soglia); se 
appaiono due linee, a livello della zona di controllo e a livello della zona di 
rilevazione, significa che il test e negativo; se invece nessuna linea e visibile, 
o solamente una linea a livello della zona di rilevazione, il test non e valido e 
va ripetuto. 

Alia striscia per la determinazione del test diagnostico della 
buprenorfina possono essere associate altre strisce, per la contemporanea 
determinazione di pill droghe di abuso tramite un astuccio-contenitore 
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multiplo capace di contenere piu strisce al suo interne Tale astuccio- 
contenitore pud essere realizzato in forma rettangolare con pareti trasparenti, 
con due aperture, sopra e sotto, al cui interno vengono realizzati canali di 
scorrimento per l'inserimento delle strisce per il test. 

In tale maniera le strisce, invece di essere fissate e quindi confezionate 
precedentemente in maniera pre determinate possono venire caricate al 
momento di eseguire il test, inserendo solo le strisce di rilevazione delle 
droghe di abuso ritenute di interesse. 
) In tal modo l'astuccio-contenitore pud essere caricato con una sola 

striscia oppure due strisce oppure tre o quattro o cinque strisce e cosi via, in 
una sola volta. 

Questo permette di rendere meno costoso l'esame qualora il test venga 
effettuato in maniera mirata, su di un numero limitato di droghe di abuso. 

Inoltre l'astuccio-contenitore delle strisce puo essere riutilizzato, 
sostituendo le strisce usate con nuove strisce per un successivo test. 
Descrizione dei disegni 
| FIG. 1 E' una visione piana dell'astuccio-contenitore in configurazione 

chiusa. 

FIG. 2 E' una visione piana dell'astuccio-contenitore in configurazione 
aperta dai due lati, superiore e inferiore. 

FIG. 3 E' una visione sezionata della parte fissa 2 della Fig. 1 e della 

Fig. 2. 

. ... Come si pu6 vedere nella Fig. 1, l'astuccio-contenitore dei test per la 
rilevazione delle droghe di abuso consiste in una P arte ^f^^^^f P arti 
amovibili 1 e 3. 
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Nella Fig. 2 si notano la parte fissa 2 e le strisce 4 inserite 

nell'astuccio-contenitore. Tali strisce sporgono sia nella parte superiore che 

inferiore. 

Le strisce, che vengono inserite nei canali di scorrimento, sono 
incollate su supporti di plastica o di altro materiale, in modo tale da rimanere 
isolate dalla parte fissa deirastuccio-contenitore. 

Tali strisce vengono inserite daU'alto e bloccate con ispessimenti 
laterali o verticali all'altezza poco prima dell'uscita dalla parte fissa. In tale 
maniera le strisce, una volta effettuato il test, vengono spinte dall'alto verso il 
basso per essere sbloccate dalla parte fissa, separandosi cosi dall'astuccio. 

In tale maniera la parte fissa del dispositivo pud essere riutilizzata, 
realizzando cosi il risparmio non solo deirastuccio-contenitore, che viene 
riutilizzato, ma anche delle strisce, qualora i test siano mirati e quindi in 
numero limitato. 

Come si pud vedere nella Fig. 4, le strisce per il test rapido delle droghe 
di abuso e Pastuccio-contenitore, che viene utilizzato per sostenere le strisce 
ed effettuare un simultaneo "multitest", vengono inserite in un kit costituito 
da una scatola di plastica trasparente, al fine della conservazione e del 
trasporto. 

La trasparenza della scatola fa si che si possa leggere anche dall'esterno 
per quale test di droga d' abuso ogni striscia e stata predisposta e poter essere 
quindi prelevata con facilita. — 
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RTVENDICAZIONI 

1. Dispositivo diagnostico per la determinazione di buprenorfina in un 
fluido biologico comprendente un supporto poroso suddiviso in una prima 
zona sulla quale sono stati adsorbiti anticorpi anti-buprenorfina marcati con 
cluster di oro, una seconda zona sulla quale e stata immobilizzata 
buprenorfina e una terza zona sulla quale sono adsorbite sostanze 
immunoreattive che danno una diversa reazione antigene-anticorpo, 
indipendente dair eventuale presenza della droga nel campione da analizzare. 

2. Dispositivo secondo la rivendicazione 1, in cui la buprenorfina 
immobilizzata e coniugata ad una proteina immunogenica. 

3. Dispositivo secondo la rivendicazione 2, in cui la buprenorfina 
immobilizzata e coniugata ad albumina. 

4. Dispositivo secondo una qualunque delle rivendicazioni precedenti in 
cui il supporto poroso 6 costituito da cellulosa. 

5. Dispositivo secondo la rivendicazione 4 in forma di striscia di carta 
microporosa. 

6. Un astuccio-contenitore comprendente una pluralita di dispositivi delle 
rivendicazioni 1-5 ed eventualmente altri dispositivi per la determinazione di 
altre droghe di abuso. 

7. Un astuccio-contenitore secondo la rivendicazione 6 in cui le strisce 
sono separate le une dalle altre in compartimenti aperti alle due estremita, 
dalle quali possono essere estratte, detti compartimenti essendo ricavati in un 
astuccio-contenitore riutilizzabile, chiuso da due coperchi amovibili. 

8. Una scatola (di materiale) trasparente costituente la confezione 
comprendente una pluralita di dispositivi delle rivendicazioni 1-5 (ed 



eventualmente altri dispositivi per la determinazione di altre dxoghe di abuso) 
e l'astuccio-contenitore delle rivendicazioni 6 e 7. 

9 Un metodo per la determinazione della buprenorfina in fluidi biologici 
che comprende il mettere in contatto il fluido biologico sequenzialmente con 
anticorpi anti-buprenorfina marcati con cluster di oro adsorbiti 
reversibilmente su di un supporto poroso e la rilevazione 
deirimmunocomplesso per competizione con buprenorfina immobilizzata in. 
una zona di lettura di detto supporto poroso. 
Milano, 15 ottobre 2002 
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PR0SPETTO A 
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La presente invenzione riguarda tan metodo per rilevare la buorenorfina nei 
fluidx biologici {pid specif icamente urina), un dispositivo e un kit che 
utilizzano reagent i cromatograf icamente mobili marcati con cluster di oro II 
metodo comprende mettere a contatto l 1 urina sequenzialmente con anticorpi 
anti-buprenorfina marcati con cluster di oro e con buprenorf ina immobilizzata 
su di un supporto poroso per rilevare la presenza di buprenorf ina nel 
campxone, tramite una reazione di tipo conpetitivo. 

II dispositivo dell 1 invenzione consiste in un astuccio-contenitore che pu6 
essere caricato con piu strisce e;il kit & composto da una scatola con sezioni 
separate per le strisce ed un compartimento separato per contenere ] 'astuccio- 
contenitore* 
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Scatola 



1-6 e 7-12 
Allogqio STRISCE 




Fig. 4 

Scatola trasparente che contiene 
le strisce e Tastuccio— contenitore 
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